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RESUMEN  
 
El propósito de la investigación fue determinar la capacidad de degradación del  rodenticida 
brodifacoum (3-(3-(4'-bromobifenil-4-il)-1, 2, 3, 4-tetrahidro-1-naftil)-4-hidroxicumarina) 
empleando el hongo Ostra (Pleurotus ostreatus). Luego de la activación, inoculación y 
masificación de cepas, en el suelo se sembró el hongo germinado en granos de trigo bajo 
condiciones de laboratorio controladas, mezclando el sustrato germinado con el hongo en el 
suelo a una relación suelo/sustrato de 90:10. El tratamiento con hongos tardó 45 días a una 
temperatura de 25ªC y una humedad relativa del 70%, luego del que, mediante el análisis de la 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) con una fase móvil de metanol/agua/ácido 
acético en una relación de 792:200:8 respectivamente, a una longitud de onda de 283 nm y 0,01 
aufs, se comprobó que en los grupos experimentales (CP1, CP2 y CP3) donde se cultivó el 
hongo ostra, el agente contaminante se degradó en un 95,27%, 96,04% y 97,37% 
respectivamente. La prueba estadística T-student concluyó que no hubo diferencia significativa 
entre los grupos experimentales CP1, CP2 y CP3, pero si hubo diferencia significativa entre los 
tratamientos, ya que el tratamiento de hongos ostra (CP) en promedio degradó un 96,23%, 
siendo 6,35 veces más eficaz que la degradación del grupo experimental (SP) que degradó un 
15,16%. Se recomienda realizar el análisis de bioacumulación de brodifacoum en los hongos 
ostra y además realizar un análisis comparativo de la degradación del contaminante con otros 
hongos. 
 
PALABRAS CLAVE: <TECNOLOGÍA Y CIENCIAS DE LA INGENIERÍA>, 
<BIOTECNOLOGÍA>, <HONGO OSTRA (Pleurotus Ostreatus)>, <DEGRADACIÓN>, 
<RODENTICIDA>,  <BRODIFACOUM>, <CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA 
RESOLUCIÓN (HPLC)>. 
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SUMMARY 
 
This research purpose was to determine the degradation capacity of rodenticide brodifacoum (3- 
(3- (4'-bromobiphenyl-4-il)-1, 2, 3, 4-tetrahydro-1-naphthyl)-4-hydroxycoumarin) using Oyster 
mushroom (Pleurotus ostreatus). After the activation, inoculation and overcrowding of strains, 
the mushroom germinated was grown in wheat grains under controlled laboratory conditions, 
mixing the germinated substrate with the mushroom in the soil, at a percentage soil/substrate of 
90:10. The treatment with mushroom took 45 days at a temperature of 25 °C and a relative 
humidity of 70%. An analysis of high performance liquid chromatography (HPLC) with a 
mobile phase of methanol / water / acetic acid in a relation of 792: 200: 8 respectively, at a 
wavelength of 283 nm and 0.01 aufs, was found that in the experimental groups (CP1, CP2 and 
CP3) where the oyster mushroom was grown, the contaminant was degraded in 95.27%, 96.04% 
and 97.37%, respectively. The T-student statistical test concluded that there was no significant 
difference between the experimental groups CP1, CP2 and CP3, but there was a significant 
difference between the treatments, since the treatment of oyster mushrooms (CP) on average 
degraded 96.23% being 6.35 times more effective than the degradation of the experimental 
group (SP) that degraded 15.16%. It is recommended to carry out the bioaccumulation analysis 
of brodifacoum in oyster mushrooms and to perform a comparative analysis of the degradation 
of the contaminant with other fungi. 
 
KEY WORDS: <TECHNOLOGY AND SCIENCES OF ENGINEERING> 
<BIOTECHNOLOGY>, <OYSTER MUSHROOM (Pleurotus ostreatus)>, 
<DEGRADATION>, <RODENTICIDE>, <BRODIFACOUM>, <HIGH RESOLUTION 
LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)>.  
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CAPÍTULO 1 
1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Identificación del problema 
 
En el sector agropecuario, se realiza el acopio de semillas para la siembra de varios cultivos, así 
como también de las cosechas. Para el ganado se almacena gran variedad de balanceados y  
granos, que conjuntamente con los cultivos atraen a las plagas, particularmente los roedores, que 
se encuentran en los centros de acopio, granjas, casas, en el campo; por lo que se elimina esta 
plaga mediante el uso rodenticidas, que son cebos con un principio activo cumarínico que 
intoxica y elimina a los roedores. Estos rodenticidas difíciles de degradar no son eliminados, 
depositados o tratados apropiadamente, ya que son quemados o  enterrados sin un tratamiento 
previo alterando el frágil equilibrio ecológico, contaminando el suelo, el aire e incluso puede 
contaminar fuentes hídricas, pudiendo ser ingerido por animales y por el hombre. 
 Los rodenticidas tienen principios activos de tipo cumarínico, entre los más usados tenemos: 
warfarina, bromadiolona, brodifacoum, etc, que en pequeñas concentraciones mezclados con 
cebos, atraen a los roedores así como también a animales domésticos que accidentalmente los 
ingieren e incluso puede ser ingeridos por personas que desconocen de la actividad, acción y 
peligrosidad de los rodenticidas que provocan la acumulación de este principio activo que 
presenta una función anticoagulante, produciendo hemorragias internas que de no ser tratados 
oportuna y adecuadamente pueden llevar a la muerte.  
 
1.2 Justificación del proyecto 
Los rodenticidas al no ser tratados correctamente contaminan el suelo, el aire y el agua, 
ocasionando una acumulación en el componente biótico, causando mayor afectación a la vida 
acuática ya que los peces con una menor dosis de brodifacoum, presentan los síntomas de 
exposición y la muerte.  
Al no existir ningún tratamiento previo a la disposición final de los redenticidas usados y/o 
caducados, es fundamental que éstos sean tratados procurando degradar el principio activo 
contaminante que contienen; una importante alternativa constituye el uso de agentes 
microbiológicos, que descompongan estos principios activos, procurando disminuir su efecto 
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tóxico y preferentemente eliminarlos en lo posible como compuestos inocuos para evitar su 
contaminación y la grave afectación posterior que causa en la cadena trófica. 
Esta investigación contribuirá, por lo tanto, primeramente a salvaguardar la salud y la vida de 
las personas que manipulan estos rodenticidas, así como también de las personas y animales que 
se encuentran en el área de uso. Por otro lado, el uso de nuevas tecnologías con la participación 
de microorganismos que transformen sustancias tóxicas y altamente contaminantes, contribuye 
significativamente a mejorar y/o disminuir la grave contaminación causada por estos 
compuestos al ambiente. 
Dado que el género Pleurotus s.p. ha demostrado tener una gran capacidad degradadora en 
diferentes áreas, sobretodo en el área de biorremediación y se ha comprobado la eficacia en la 
biodegradación de algunos componentes químicos. 
 
1.3 Objetivos 
1.3.1. Objetivo general 
Degradar el brodifacoum en el suelo mediante el uso del hongo Pleurotus ostreatus 
 
1.3.2. Objetivos específicos 
 
 Caracterizar el suelo contaminado con el rodenticida 
 Especificar las condiciones para la degradación del brodifacoum con Pleurotus 
ostreatus. 
 Determinar el porcentaje de degradación de brodifacoum mediante la aplicación de 
Pleurotus ostreatus 
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CAPÍTULO 2 
 
2. MARCO TEÓRICO 
2.1 Antecedentes de investigación  
Los raticidas anticoagulantes son hoy en día una herramienta imprescindible para el control de 
los roedores. A principio de los años 50 empezó su comercialización., y con el tiempo han ido 
apareciendo diferentes sustancias anticoagulantes.  
El primer anticoagulante que se sintetizó fue el dicumarol. A principios del siglo XX los 
habitantes de las llanuras de Canadá y del Norte de Estados Unidos empezaron a plantar de 
manera extensiva trébol dulce, Melilotus officinalis. La razón para el cultivo de esta planta es 
que crece en tierras pobres. El ganado que lo consumió, empezó a morir de hemorragias 
incontrolables, ya fueran por hemorragias internas, por pequeñas lesiones o por prácticas 
veterinarias como la castración. En 1922, el veterinario Frank Schofield observó que el ganado 
estaba comiendo una mezcla que incluía trébol dulce. También observó que estas hemorragias 
del ganado se producían tan solo cuando esta planta estaba previamente fermentada. Para que el 
trébol dulce se convirtiera en un potente anticoagulante, tenía que estar almacenado durante 
largo tiempo y sufrir la acción de un hongo. Este descubrimiento fue bautizado como 
“enfermedad del trébol dulce”. Unos años más tarde, hacia 1931, el veterinario L. 
M. Roderick demostró que la hemorragia se producía cuando había un déficit de protrombina en 
la sangre por debajo del 10%, lo que impedía la coagulación de la sangre. 
En 1940, Karl Paul Link y sus colaboradores en la Universidad de Wisconsin, realizaron 
investigaciones para conocer la sustancia causante de la enfermedad del trébol dulce 
consiguieron sintetizarla y le dieron el nombre de dicumarina, ya que en el núcleo de la fórmula 
exiten dos núcleos de cumarina. La cumarina es una sustancia natural odorífica que está en 
numerosas plantas. A raíz de la fermentación producida por un hongo, se transforma en 
hidroxicumarina, por lo cual la dicumarina también recibe el nombre de bishidroxicumarina. En 
1941 esta sustancia fue patentada para su uso comercial con el nombre de dicumarol. Se observó 
que esta sustancia inhibe la producción de factores de coagulación que dependen de la vitamina 
K. 
Link siguió investigando sobre sustancias anticoagulantes, por lo que en 1945 obtuvo la 
warfarina, cuyo nombre deriva del acrónimo de la Wisconsin Alumni Research Foundation más 
la terminación arina que deriva de la palabra cumarina. En 1949 el dicumarol fue introducido en 
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el mercado inglés como rodenticida, y en 1950 la warfarina fue comercializada como 
rodenticida en Estados Unidos. Hay que tener en cuenta que en estos momentos no se conocía el 
modo exacto en que la warfarina actuaba en el cuerpo. No fue hasta finales de la década de los 
70, cuando se descubrió el mecanismo exacto de cómo la warfarina interfería en el metabolismo 
de la vitamina K. 
El inglés J. A. O’Connor en la Isla de Malta había analizado los problemas en la erradicación de 
ratas efectuados en la isla a raíz de la aparición de peste en 1945. Se realizó una desratización en 
la isla con raticidas usados hasta entonces, pero a los pocos meses del inicio del tratamiento, las 
ratas apenas consumían los cebos. Durante los años 40, las sustancias más empleadas 
eran fosfuro de zinc, sulfato de talio, ANTU (anaftiltiourea), 1080 (fluorecetato de 
sodio), estricnina y trióxido de arsénico . Primero se suministraba un cebo para que las ratas 
comieran y se acostumbraban. Entonces se les suministraba el mismo cebo, pero impregnado 
con un veneno. La mayoría de estos venenos actuaban al poco tiempo de ingesta. Las ratas que 
sobrevivían a dosis agudas de estos venenos o veían a sus congéneres morir no volvían a comer 
el cebo. O’Connor observó que, al cabo de unos meses, el cebo impregnado con venenos agudos 
era consumido tan solo en un 11,6%. Por lo que empleo dicumarol con gran éxito. El dicumarol, 
como los venenos anticoagulantes de primera generación, requería para su exterminio que estas 
comieran durante varios días seguidos. Con esto, se eliminaba la susceptibilidad de las ratas al 
cebo. En 1948 publicó sus resultados con un artículo titulado The use of blood anticoagulants 
for rodent control. (Hadler, 2013) 
La warfarina, más potente que el dicumarol,  se convirtió en pocos años en el rodenticida más 
usado. A este anticoagulante, como a los que fueron apareciendo en el mercado derivados de la 
dicumarina, se les llamó cumarínicos o hidroxicumarinícos. Este tipo de rodenticidas de primera 
generación actúan sobre el roedor si ingiere rodenticida diariamente al menos durante 5 días. La 
muerte del animal se produce entre el 4º y 9º día de haber iniciado la ingesta. Los 
anticoagulantes son buenos rodenticidas, ya que las ratas no perciben que se las está 
intoxicando. Por una parte, no relacionan la muerte de sus congéneres con el cebo y, por otra, no 
sienten propiamente una intoxicación porque el derrame va por dentro o porque se desangran 
con una herida leve. Además, la warfarina daba una cierta seguridad para evitar la intoxicación 
de otros animales, ya que estos tienen que ingerir el cebo durante varios días.  
En el caso de percatarse que un animal doméstico había ingerido warfarina, se le podía dar 
vitamina K como antídoto. Aunque este se disipó cuando a finales de los años 50 se descubrió la 
existencia de ratas de alcantarilla resistentes a este anticoagulante. Tras este descubrimiento, 
aparecieron casos de resistencia en otros países como Dinamarca, Holanda, Estados Unidos, 
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Alemania y Francia. En 1965 se constató el primer caso de resistencia en ratones domésticos y, 
en 1976, en rata negra. 
Tras la warfarina, fueron descubiertas otras sustancias hidroxicumarínicas como 
el cumacloro (1950), el cumafurilo (1953) y el cumatetralilo (1956). El primer anticoagulante 
derivado de la indandiona fue la difacinona (1952) y, el segundo, la clorofacinona(1961).  
 
La pindona fue una indandiona sintetizada en 1937 para ser usada como insecticida y no fue 
hasta 1953 que fueron estudiadas sus propiedades como rodenticida. Todos estos rodenticidas 
eran efectivos a partir de pequeñas dosis ingeridas en días seguidos. A causa de la resistencia 
descubierta a algunos de estos, fueron desarrollados otros anticoagulantes más potentes que 
fueron llamados de segunda generación. Los dos primeros que se comercializaron fueron 
el difenacum (1975) y el brodifacoum (1978). Ambos fueron desarrollados en Inglaterra. 
Paralelamente, en Francia se desarrolló la bromadiolona y fue comercializada en 1978. 
Posteriormente aparecieron el flocumafeno (1984) y la difetialona (1986). Estos rodenticidas 
de segunda generación son más tóxicos y la dosis letal se puede alcanzar en una sola ingesta. 
Esto los hace más peligrosos, así que algunos cebos se fabrican con pequeñas cantidades de tal 
manera que la dosis letal se produce por acumulación de varias ingestas. (Santamaría & 
Escobar, 2010, pp 151 -155) 
 
 
Tabla 1-1 Clasificación de los rodenticidas anticoagulantes 
HIDROXICUMARINAS 
INDANDIONAS 
Primera Generación Segunda Generación 
Warfarina 
Cumaclor 
Cumafuril 
Cumatetralil 
  
Brodifacouma 
Bromadiolona 
Difenacoum 
Difetialona 
Flocumafen 
Clorofacinona 
Difacinona 
Pindona 
Valona 
Fuente: (Willhite, 2009, http://www.mnpoison.org) 
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A partir de 1998 los casos de sospecha de intoxicación con estos compuestos han ido en 
aumento, hecho que ha inducido a desarrollar métodos analíticos para la investigación de 
rodenticidas en medios biológicos. 
 
El sistema que se presenta permite cuantificar los rodenticidas  en suelo e incluye una 
extracción líquido-líquido y una posterior identificación de brodifacoum, bromadiolone y 
difenacoum en el extracto mediante HPLC con detección ultravioleta (UV) y fluorométrica 
(FP).  Los rodenticidas son algunas de las sustancias tóxicas que tienen casos  más comunes y 
exhiben una amplia variedad de efectos tóxicos en las especies que no son su objetivo, 
especialmente en humanos, perros y gatos. Los métodos analíticos cualitativos y cuantitativos 
para la determinación de rodenticidas anticoagulantes en muestras biológicas, incluyen alta 
cromatografía líquida acoplada con detectores ultravioleta y florescencia, cromatografía líquida 
de ionización electrospray  tándem con espectrometría de masas, cromatografía líquida de ultra 
resolución con espectrometría de masas, cromatografía de gases acoplada a espectrometría de 
masas, cromatografía iónica con detección de fluorescencia, cromatografía de ionización por 
electrospra con trampa de iones de espectrometría de masas y cromatografía iónica ionización 
por electrospray y espectrometría de masas. (Buchicchio, et al., 2016) 
 
 
2.2 Marco Conceptual 
 
2.2.1 Rodenticidas anticoagulantes 
 
Todos los rodenticidas anticoagulantes orales son compuestos derivados de la 
4‐ hidroxicumarina o de la indandiona. Se han clasificado en anticoagulantes de primera o de 
segunda generación, según su eficacia contra roedores resistentes a la warfarina (especialmente 
ratas comensales). Por definición, los ingredientes activos con efecto toxico contra roedores 
“resistentes a la warfarina” se denominan rodenticidas anticoagulantes de segunda generación. 
Actualmente la warfarina es muy poco utilizada como rodenticida y en cambio, hay una mayor 
oferta de rodenticidas de segunda generación. 
 
La característica es que los de primera generación se consideran que no son suficientemente 
tóxicos para causar la muerte de los roedores con una simple exposición y requieren dosis 
adicionales. Dentro de estos rodenticidas encontramos ingredientes activos derivados de la 
indandiona, como: Pindone, Diphacinona y Chlorophacinona. También se encuentran aquellos 
derivados de la 4‐ hidroxicumarina, como: Warfarina, Coumachlor, Coumafuryl y 
Coumatetralyl (Racumin). 
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Los de segunda generación se diferencian de los anteriores en que para lograr el efecto letal en 
la rata, es necesario que ingiera una sola dosis, produciéndose la muerte algunos días después. 
Esto se debe a la gran potencia rodenticida del ingrediente activo. Dentro de estos compuestos 
están: Brodifacoum, Flocoumafen, Bromadiolona , Difethialone. Según (Brooks y Rowe, 1979), 
Brodifacoum es el más tóxico de este grupo, por lo tanto, se emplea en una sola dosis en una 
concentración de 0.005 por ciento, principalmente en ratas noruegas silvestres. 
 
2.2.2 Acción de los rodenticidas anticoagulantes 
 
Los anticoagulantes y sus derivados se absorben por vía oral y también por la piel, teniendo 
como órgano blanco al hígado. Allí interfieren competitivamente el metabolismo de la vitamina 
K, la cual es producida ya sea por vegetales (vitamina K1 = fitoquinona), o por 
microorganismos intestinales (vitamina K2 = menaquinona). Cualquiera sea su forma, la 
vitamina se inactiva (“vitamina K epóxido”) tras ser utilizada por los hepatocitos para la síntesis 
de factores de la coagulación II, VII, IX y X. Se reactivada nuevamente mediante un proceso en 
el cual la enzima “vitamina K epóxido reductasa” desempeña un  rol clave. La vitamina es 
almacenada por el hígado en forma de vitamina K activa, con lo cual reanuda su ciclo. Los 
rodenticidas anticoagulantes inactivan a la enzima antes señalada, con lo cual la vitamina no 
puede ser reactivada y deriva de ello una grave hemorragia interna. 
 
 
 
Figura 1-2 Metabolismo de la vitamina K 
Fuente: (Smith, 2003, http://www.ropana.cl/Toxivet/Rodenticidas.htm) 
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2.2.3 Brodifacoum 
 
Brodifacoum es un anticoagulante 4 - hidroxicumarina que actúa como un antagonista de la 
vitamina K. Fue registrado como pesticida en 1979 en los Estados Unidos, aunque en 2008 se 
realizó un restringido uso de pesticidas en la Agencia de Protección del Ambiente. Esto 
significa que sólo puede ser utilizado por aplicadores de pesticidas certificados; sin embargo, se 
encuentra disponible en varios productos para la erradicación de ratas y ratones aunque también 
es utilizado en los mamíferos más grandes, tales como zarigüeyas. Actualmente permanece a 
disposición del público en general. (Wexler, 2014, pp. 543) 
 
2.2.3.1 Usos 
Brodifacoum se utiliza como un rodenticida (comúnmente 0,005 % en peso). 
 
 
2.2.3.2 Vías de exposición 
 
La ruta más común de exposición es oral. transcutánea y la exposición por inhalación se han 
implicado en los trabajadores que participan en la fabricación de brodifacoum y pesticidas 
derivados. 
 
2.2.3.3 Características fisicoquímicas pertinentes 
 
Nombre común: brodifacum, brodifacoum 
IUPAC: 3-(3-(4'-bromobifenil-4-il)-1,2,3,4-tetrahidro-1-naftil)-4-hidroxicumarina 
Clase química: Un derivado de 4 - hidroxicumarina de acción prolongada; una de las 
superwarfarinas  
Fórmula molecular: C31H23BrO3  
Estructura química: 
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Figura 2-2 Estructura molecular del Brodifacoum 
Fuente: (Mancero, 2008, pp. 543-545) 
 
Brodifacoum es un polvo blanco y es estable en forma sólida. 
Solubilidad en agua (a 20 ° C): 0,003 mg l
-1
. 
Solubilidad en acetona (a 20 ° C): 6000 mg l
-1
. 
Solubilidad en cloroformo (a 20 ° C): 30 000 mg l
-1
. 
Coeficiente de reparto octanol / agua a pH 7 (20 °C) P: 3,16  
Densidad aparente (g /ml) / peso específico: 1,42. 
El coeficiente de absorción de brodifacoum Koc: 912. 
 
2.2.3.4 Persistencia en el Ambiente 
 
Los productos que contienen brodifacoum como plaguicida pueden permanecer tóxicos por un 
largo período de tiempo en el ambiente. La tasa de decadencia de brodifacoum depende de la 
cantidad de lluvia. Como el producto que contiene brodifacoum degrada con el tiempo, la 
brodifacoum es absorbido en el suelo. Las bacterias del suelo degradan brodifacoum durante 
semanas o meses, aunque el tipo de suelo, la temperatura, y la presencia de microorganismos 
que degraden el brodifacoum influyen en el tiempo que tarda en degradarse. 
 
 
2.2.3.5 Los factores de bioconcentración y la bioacumulación 
 
 
Brodifacoum tiene un alto potencial de bioacumulación. Es persistente e inmóvil en el suelo y 
fija al material orgánico en agua, que se acumula en el sedimento. No se volatiliza en el aire y 
tiene baja volatilidad en el agua y en el suelo húmedo. 
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2.2.3.6 Toxicocinética 
 
Brodifacoum es mucho más soluble en lípidos que la warfarina, lo que resulta en un mayor 
volumen de distribución. Hay un extenso secuestro hepático, así como  una alta y prolongada 
concentración hepática en las ratas.  
 
Brodifacoum también puede sufrir recirculación enterohepática en la rata. Sobre la base de los 
datos limitados disponible, la vida media de eliminación de brodifacoum en los seres humanos 
varía de 16 a 36 días. 
 
2.2.3.7 Mecanismo de toxicidad 
 
Brodifacoum, al igual que otras hidroxicumarinas, interfiere con la  producción de factores de 
coagulación dependientes de vitamina K. 
 
La vitamina K es un cofactor para la carboxilación de grupos ácidos glutámicos específicos en 
los factores de coagulación II (protrombina), VII, IX, y X. Durante este paso, la vitamina K se 
oxida a vitamina K 2,3-epóxido. La regeneración de la vitamina K por la vitamina K reductasa 
2,3-epóxido es impedido por brodifacoum. Como resultado, factores de coagulación descarboxi-
disfuncionales se producen y la coagulación se ha deteriorado. Brodifacoum es más de 100 
veces más potente que la warfarina en una base molar en ratas. 
 
2.2.3.8 Toxicidad humana 
 
El agotamiento de los factores de coagulación, que circulan preformados ocurre antes de que los 
efectos anticoagulantes sean evidentes. Típicamente, hay un retraso de 24 a 36 h después de la 
ingestión antes de cualquier efecto evidente por la medición del tiempo de protrombina (PT). La 
toxicidad significativa de brodifacoum puede ser el resultado de una sola ingestión intencional 
grande. Sin embargo, en general, las exposiciones repetidas en el tiempo son más propensas a 
producir  toxicidad clínica. El sangrado puede ocurrir prácticamente en cualquier lugar: cutánea, 
mucosa, urinario y gastrointestinal. 
 
2.2.3.9 La toxicidad de los animales 
 
La toxicidad se ha descrito en perros, gatos, caballos, vacas, cerdos, ovejas, cabras, ratas, 
ratones, conejos, ratones de campo, zarigüeyas, marsupiales australianos, pollos, patos y erizos. 
11 
 
Se espera que la toxicidad en mamíferos, marsupiales, y especies aviares. Búhos murieron de 
hemorragia después de alimentarse de ratas muertas con brodifacoum. 
 
A continuación se presentan los valores de DL50 aguda para una variedad de animales: 
 
- Ratas (oral): 0,27 mg / kg de peso corporal 
- Ratones (oral): 0,40 mg / kg de peso corporal  
- Conejos (oral): 0,30 mg / kg de peso corporal 
- Cobayas (oral): 0,28 mg / kg de peso corporal 
- Ardillas (oral): 0,13 mg / kg de peso corporal 
- Gatos (oral): 0,25 mg  - 5 mg / kg de peso corporal 
- Perros (oral): 0,25 - 3,6 mg / kg de peso corporal  
- Pájaros: valores de DL50 para diversas aves varía de aproximadamente 1 - 20 mg / kg 
de peso corporal  
- Peces: CL50 para los peces: Trucha (96 horas de exposición) 0,04 ppm 
 
 
Brodifacoum es muy peligroso para ciertas especies de aves a través de exposición secundaria. 
Las aves de presa, tales como las rapaces se alimentan de ratas y los ratones envenenados por 
brodifacum por lo que pueden llegar a ser envenenados de esta manera. La DL50 de 
brodifacoum en el pato real es 0,26 mg kg 
-1
. Los signos de intoxicación se producen después de 
un período latente de 12 h a varios días y pueden incluir moretones con nariz o encías que 
sangran ocasionalmente; sangre en las heces o la orina; excesivo sangrado de pequeños cortes o 
abrasiones; dificultad para respirar; boca y las encías pálidas y frías; anorexia y debilidad 
general. Letargo, debilidad y falta de coordinación muscular también puede ocurrir. El sangrado 
prolongado puede ocurrir a partir de las pequeñas heridas y numerosas contusiones y 
hemorragia subcutánea. El brodifacoum carece de propiedades insecticidas debido a las 
diferencias en la fisiología de invertebrados. 
 
Brodifacoum se ha utilizado como un pesticida para matar roedores incluyendo ratas y ratones. 
Eso fue el principal producto químico utilizado en varios programas de erradicación de roedores 
en todo el mundo. El tratamiento en los animales es como para los seres humanos. La dosis 
recomendada de vitamina K para perros y gatos es 2,5 - 25,0 mg kg
-1
 día
-1
 para un máximo de 4 
semanas con el seguimiento de los parámetros de coagulación. (Wexler, 2014, pp. 544-545) 
 
Para determinar la peligrosidad y la toxicidad se emplean las siguientes tablas: 
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Tabla 1-2 Categorías de peligrosidad de los plaguicidas, según la OMS 
 
 
      Fuente: (OMS, 2004, http://www.who.int/mediacentre/news/statements/2015/ihr-ec-category/es/) 
Tabla 2-2 Categorías de Toxicidad de los plaguicidas, según la EPA  
 
Fuente: (USEPA, 2010, https://www3.epa.gov/trimewebhelp/WebHelp/toxic_chemicals 
_and_toxic_chemical_categories.htm) 
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Después de análisis de las categorías por toxicidad de sustancias peligrosas y teniendo 
en cuenta el DL50 Ratas (oral) que es 0,27 mg / kg de peso corporal, que constituye la 
base de las recomendaciones de la (OMS) para la clasificación de los plaguicidas, se 
tiene que: 
 
- Según la categoría de peligrosidad de los plaguicidas, según la OMS, el brodifacoum 
pertenece a la categoría Ia (extremadamente peligroso). 
 
- Según las Categorías de Toxicidad de los plaguicidas, según la EPA, el brodifacoum 
pertenece a la categoría I (altamente tóxico). 
 
 
2.2.3.10 Ecotoxicidad 
 
Los productos que contienen brodifacoum como plaguicida pueden permanecer tóxicos para un 
largo período de tiempo en el ambiente. La tasa de decadencia de brodifacoum depende de la 
cantidad de lluvia. 
 
A medida que el producto que contiene brodifacoum degrada con el tiempo el brodifacoum es 
absorbido en el suelo. Las bacterias del suelo degradan brodifacoum durante semanas o meses, 
aunque depende del tipo de suelo, la temperatura y la presencia de microorganismos que 
degradará. El brodifacoum no es probable que sea absorbido por las plantas como que tiene una 
baja solubilidad en agua. El brodifacoum es muy tóxico para los organismos acuáticos y puede 
causar efectos adversos a largo plazo en el ambiente acuático.  
 
La lixiviación del suelo al agua es poco probable que ocurra. Si brodifacum llega al agua, ya sea 
de pesticidas lanzados directamente en el agua o por medio de la erosión del suelo, es probable 
que se mantenga unido al material orgánico y después se deposite en el sedimento. Cuando se 
han lanzado plaguicidas que contienen brodifacoum directamente en los arroyos durante los 
programas de erradicación, los residuos de brodifacoum no han sido registrados en el agua. 
(Universidad de Costa Rica, 2014) 
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2.2.3.11 Toxicidad reproductiva  
 
La ingestión de brodifacoum durante el embarazo puede dar lugar a significativas problemas 
para el feto y el recién nacido. Los problemas pueden incluir defectos del sistema nervioso 
central, espontánea aborto, aún al nacer, prematuridad, y hemorragia. 
 
2.2.4 Ensayos para evaluar la efectividad del tratamiento biológico 
 
Los estudios piloto indican la eficiencia del tratamiento microbiano de nitrotolueno (TNT) en 
suelos contaminados con explosivos. Muchos de los contaminantes más persistentes en el 
ambiente como los bifenilos policlorados (PCB) e hidrocarburos aromáticos policíclicos (PAH) 
son resistentes al tratamiento microbiológico por diferentes causas, entre las que se pueden citar: 
a) Toxicidad de los compuestos para los microorganismos 
b) Utilización preferente, por los microorganismos de otros compuestos como fuente de 
energía 
c) Incapacidad genética de los microorganismos para usar el contaminante como fuente de 
carbono y energía 
d) Condiciones ambientales desfavorables para la propagación de la estirpe apropiada de 
microorganismos 
 
Los PCBs y los PAHs pueden ser metabolizados o transformados parcialmente como segundo 
sustrato. Aunque pueden no se adecuados para permitir el crecimiento de los microorganismos 
pueden ser degradados por un proceso de co-metabolismo, que facilita que los microbios 
crezcan sobre un compuesto produciendo al mismo tiempo enzimas que transformen otras 
moléculas que, sin embargo, esos microorganismos no podrían utilizar directamente para crecer. 
Una gran variedad de reacciones enzimáticas tales como oxidaciones, hidrólisis, 
deshalogenaciones reductoras, etc. catalizan los procesos cometabólicos. 
Desde el punto de vista microbiológico es conveniente hacer una serie de consideraciones que 
pueden aplicarse al tratamiento de cualquier xenobiótico. 
1. En la mayoría de los sistemas naturales están presentes muchos microorganismos 
diferentes y la degradación de un compuesto xenobiótico concreto depende de la 
actividad de varios microorganismos aunque las reacciones secuenciales se deban a un 
solo miembro del consorcio. 
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2. Es particular que en los ecosistemas naturales se encuentre presente un solo substrato. 
Por lo tanto es importante examinar como puede verse afectada la regulación de las vías 
de degradación por la presencia de diferentes tipos y concentraciones de productos que 
pueden inducir o inhibir, dependiendo del caso concreto las vías metabólicas necesarias 
para la degradación del contaminante o contaminantes en cuestión. 
 
3. En ausencia de oxígeno molecular pueden intervenir otros aceptores de electrones que 
incluyen nitrato, sulfato, carbonato, clorato, Fe (III), Cr (VI) y U (VI). 
 
 
4. Un aspecto importante a tener en cuenta, es el del envejecimiento de la contaminación 
en el suelo. Este término, engloba un conjunto de mecanismos complejos que no se 
conocen en profundidad, mediante los cuales los compuestos orgánicos se van 
asociando a los componentes poliméricos de la matriz del suelo, con el resultado final 
de que disminuye, en mayor o menor grado, la disponibilidad de dichos compuestos 
para la acción degradadora de los microorganismos. 
 
Esto implica, que aunque exista una capacidad teórica de biodegradación de un 
compuesto determinado, este puede resultar en la práctica inaccesible al 
microorganismo. Un punto crítico es el grado de reversibilidad de estos complejos, 
puesto que una lenta liberación por lixiviación puede introducir el compuesto 
contaminante en la fase acuosa, provocando la posterior contaminación de aguas 
subterráneas. 
 
5. Tanto los sistemas acuáticos como terrestres, los microorganismos pueden estar 
formando biopelículas debido a su capacidad para secretar productos poliméricos. Esto 
puede favorecer su penetración en la matriz del suelo y prevenir su pérdida por arrastre. 
 
6. Hay que tener en cuenta, que además de la degradación biológica de los contaminantes 
en el suelo, cualquier metabolito puede experimentar transformaciones de naturaleza 
puramente química que pueden tener importantes implicaciones para los 
microorganismos y para el ecosistema en general. En ocasiones, los compuestos 
originados en el metabolismo microbiano de un contaminante son tóxicos para 
organismos superiores 
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7. Muchos substratos contienen N, P o S y los microorganismos pueden utilizar alguno de 
esos elementos, dejando la mayor parte del sustrato intacto. Esto es particularmente 
importante para los contaminantes relacionados con municiones militares que tienen 
una relación C/N baja y para los que la adición de fuentes de carbono puede conducir al 
desarrollo favorable de microorganismos anaerobios facultativos o estrictos. 
 
8. No existen organismos o grupos de organismos de aplicación universal a procesos de 
biodescontaminación. Su compatibilidad con el emplazamiento de aplicación debe ser 
considerada en la misma medida que sus características fisiológicas y su potencial 
bioquímico. Sin embargo, es conveniente tener en cuenta que determinados grupos de 
organismos, presentan una elevada versatilidad metabólica y son capaces de degradar 
un amplio aspecto de substratos. Entre estos cabe destacar bacterias que utilizan 
compuestos de un atomo de carbono como metano y metanol y que pueden por ejemplo 
aplicarse a la degradación de tricloroetano. Dos géneros de bacterias Gram+ que 
presentan grandes posibilidades son Rhodococcus sp. Y Mycobacterium sp. Mientras 
que las bacterias son consideradas los agentes fundamentales de la biodegradación en 
los sistemas acuáticos, el papel de los hongos en los sistemas terrestres puede ser igual o 
incluso mayor. Entre los hongos la atención de los investigaciones actuales se centra en 
los hongos de la podredumbre blanca, debido a su gran versatilidad metabólica. 
 
9. Se han encontrado claras evidencias en los ecosistemas acuáticos de la existencia de 
concentraciones umbral, por debajo de las cuales las tasas de biodegradación de los 
compuestos xenobióticos es lenta o incluso inapreciable. Se han elaborado numerosas 
hipótesis para explicar esta hecho, que se basan fundamentalmente en la existencia de 
concentraciones mínimas para la inducción y el mantenimiento de las enzimas de 
degradación implicadas en el metabolismo de los compuestos orgánicos contaminantes. 
El paralelismo de este hecho en los medios terrestres, ha sido estudiado hasta la fecha 
con poca profundidad pero puede ser importante cuando sólo estén disponibles bajas 
concentraciones de un substrato contaminante por desorción del mismo. (Pesantez, 
2011) 
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2.2.5 importancia de los hongos en la naturaleza  
Debido a que los hongos viven de la descomposición de la materia orgánica en sus diversas 
formas, incluyendo la basura, hojarasca y otros sustratos, estos organismos constituyen la clave 
para la reincorporación de los materiales orgánicos en el suelo, favoreciendo así la formación o 
el enriquecimiento de tales suelos.  
Existen especies de hongos que son parásitas, unas en animales y otras en vegetales. Las 
primeras constituyen por su importancia toda una especialidad en la medicina, ya que son 
muchas las especies de hongos que atacan al hombre, tales como las llamadas “tiñas” o el “pie 
de atleta”. Sin embargo, ninguno de los hongos macroscópicos considerados como comestibles, 
son capaces de producir ninguna enfermedad en el hombre. Los basidiomicetos que causan la 
podredumbre blanca de la madera (que corresponde aproximadamente al 96% de las 
Poliporáceas), son las especies con las características más adecuadas para ser utilizadas en 
diferentes procesos biotecnológicos, incluidos los de biodescontaminación. En este sentido, la 
investigación de la ecología y fisiología de dichos hongos juega un papel relevante en el 
desarrollo de biotecnologías emergentes como la obtención y blanqueo enzimático de pulpas, 
decoloración de efluentes industriales (papeleros, cerveceros, azucareros), degradación de 
contaminantes orgánicos y biotratamiento de colorantes industriales.  
Los hongos de podredumbre blanca poseen la capacidad de degradar mayoritariamente la 
lignina, un polímero polifenólico heterogéneo que es uno de los tres componentes principales de 
los sustratos lignocelulósicos. Pleurotus ostreatus es un hongo de podredumbre blanca 
comestible, al respecto se han realizado muchas investigaciones relacionadas con su valor 
nutricional y su importancia económica en la industria alimentaria. Su cultivo ha adquirido 
relevancia en esta industria alrededor del mundo en los pasados años y continúa en expansión, 
P. ostreatus es el tercer hongo cultivado más importante para propósitos alimentarios. 
Nutricionalmente es rico en proteínas, fibra, hidratos de carbono, vitaminas y minerales, además 
de tener un sabor y olor únicos. En el área de la medicina se ha encontrado que el género 
Pleurotus lleva a cabo actividades antibacteriales, antivirales, antitumorales, hematológicas e 
hipocolesterolémica. 
 
2.2.6 aplicaciones de hongos en tratamientos de biodescontaminación 
Aunque buena parte de los estudios de descontaminación biológica se han centrado en bacterias 
por la facilidad que ofrecen para estudiar sus vías metabólicas y llevar a cabo construcciones 
genéticas que permitan degradar específicamente determinados contaminantes, la capacidad de 
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los hongos para transformar una gran variedad de compuestos orgánicos hasta CO2 y H2O 
ofrece un potencial indiscutible para su utilización en procesos de tratamiento de contaminantes. 
El valor de la relación superficie/volumen celular de los hongos filamentosos los convierte en 
eficaces degradadores en determinados nichos como los suelos contaminados. Por otra parte, los 
hongos tienen una capacidad muy notable para acumular metales pesados como cadmio, cobre, 
mercurio, plomo y zinc, lo que está demostrado por los aislamientos realizados en minas de 
cobre, zinc o plomo. Los hongos tienen muchas ventajas que facilitan su uso en 
biorremediación, por ejemplo: los hongos están presentes en sedimentos acuáticos y en hábitats 
terrestres, además poseen ventajas sobre las bacterias por el hecho de que sus hifas pueden 
penetrar el suelo contaminado y producir enzimas extracelulares que degradan los 
contaminantes. Se ha demostrado que los hongos blancos de putrefacción tienen la capacidad de 
atacar un amplio espectro de hidrocarburos poliaromáticos (HAPs).  
 
2.2.7 hongos ligninolíticos y compuestos xenobióticos 
 
Los hongos ligninolíticos han desarrollado un sistema enzimático único y no específico que 
funciona en el ambiente extracelular. El mecanismo del sistema degradador de lignina está 
basado en la producción de radicales libres. Este mecanismo permite que estas enzimas sean 
catalíticamente activas sobre una gran diversidad de sustratos orgánicos. La enorme diversidad 
estructural de los contaminantes que son degradados por estos hongos, les confiere un uso 
potencial en biorremediación. 
En la siguiente tabla se muestra las enzimas de la degradación de la lignina, los sustratos o 
cofactores y el efecto producido. 
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Tabla 3-2 Enzimas de la degradación de la lignina 
Actividad enzimática Sustrato o cofactor Efecto de la reacción 
Lignina Peroxidasa, LiP H2O2, alcohol veratrílico Oxidación de anillo aromático 
Manganeso Peroxidasa, MnP H2O2, Mn, ácidos 
orgánicos, lípidos 
insaturados 
Oxidación de Mn(II) a Mn(III), 
oxidación de compuestos 
fenólicos 
Lacasa, Lacc O2, mediadores (ej, 
hidroxibenzotriazol) 
Oxidción de fenoles, otras 
reciones en presencia de 
mediadores 
Glioxal oxidasa, GLOX Glioxal, metil glioxal Oxidación del glioxal a ácido 
glioxílico, producción de H2O2 
Arilalcohol oxidasa Alcoholes arómaticos Oxidación de alcoholes a 
alheídos, producción de H2O2 
Enzimas productoras de H2O2 Numerosos compuestos 
orgánicos 
O2 reducido a H2O2 
Fuente: (Fauconnet, 2004) 
Realizado: HARO,Paolo, 2016 
 
2.2.8 lacasa 
Las fenol-oxidasas son enzimas que catalizan la oxidación de un amplio espectro de compuestos 
fenólicos y aminas aromáticas utilizando el oxígeno molecular como aceptor de electrones, 
reduciéndolo a agua. La lacasa es una fenol oxidasa que debe su nombre a que fue descubierta, 
hace más de un siglo, en el árbol japonés de la laca: Rhus vernicifera. Esta enzima contiene 
átomos de cobre y se encuentra ampliamente distribuida en las plantas superiores, diversas 
clases de hongos y algunas bacterias. Todas las lacasas son glicoproteínas extracelulares con 
pesos moleculares entre 60 y 80 kDa, y del 15 al 20% de su peso molecular esta dado por 
carbohidratos. La lacasa fúngica (bencendiol: oxígeno oxidorreductasa), es una fenol oxidasa 
extracelular producida por el micelio de basidiomicetos, ascomicetos y deuteromicetos. Los 
mejores productores de esta enzima son los hongos ligninolíticos. Bioquímicamente, la lacasa es 
una enzima que oxida una variedad de compuestos aromáticos. Cataliza la remoción de un 
electrón y un protón de hidroxilos fenólicos o de grupos aminoaromáticos, para formar radicales 
libres fenoxilo y radicales amino, respectivamente. Este grupo de enzimas, posee cuatro átomos 
de cobre en su estado de oxidación que les confiere una coloración azul. Esta enzima oxida no 
solamente ácidos fenólicos y metoxifenólicos, sino que también los descarboxila y ataca sus 
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grupos metoxilo mediante la desmetilación o desmetoxilación. Todas estas reacciones pueden 
representar un paso importante en la transformación inicial de la lignina. La lacasa también 
reacciona con polifenoles y otros compuestos aromáticos derivados de la lignina, los cuales, 
pueden ser polimerizados o despolimerizados, o incluso actuar como mediadores redox de bajo 
peso molecular. (Rodríguez, 2011) 
La utilización de sistemas mediador-lacasa es una alternativa promisoria para procesos 
biotecnológicos con aplicaciones ambientales. Entre ellos, los de blanqueo de la pulpa de papel, 
la decoloración de colorantes textiles y la oxidación de hidrocarburos polinucleoaromáticos.  
 
2.2.9 Género Pleurotus 
Las setas del género Pleurotus son saprófitas y por lo tanto se alimentan de materia orgánica. 
Este género tiene un alto reconocimiento debido a su contenido proteínico. En comparación con 
los vegetales y la carne. 
Se trata de una seta bastante variable. Su sombrerillo o parte superior tienen un tamaño que 
depende de la edad y de las condiciones más o menos favorables en que ha crecido el hongo, 
oscilando entre los 5 y 20 cm de diámetro, aunque pueden encontrarse ejemplares más grandes. 
La forma también depende de la edad, pues al principio es redondeada y abombada, pero luego, 
a medida que se va abriendo y ensanchando el sombrero, se hace cada vez menos convexa y se 
aplana. Después el borde se va levantando y el conjunto acaba teniendo concavidad como un 
plato. 
La superficie es lisa y generalmente uniforme. En cuanto al color puede variar desde el gris 
claro al gris oscuro de tono violáceo o azulado, y desde color café con la leche a pardo. Las 
variedades que crecen en la época fría son más grisáceas y oscuras, mientras que la de meses 
templados son pardas y claras. Algunas variedades pueden presentar tonos verdosos o azul-
verdosos muy llamativos. En general, con el paso del tiempo o después de lluvias muy intensas 
el color va palideciendo en todas las variedades y acaba tomando tonos amarillentos sucios. 
(Pesantez, 2009) 
Si damos la vuelta al sombrero de la seta podemos ver que en la parte inferior tiene laminillas 
dispuestas radialmente, que va desde el pie o tallo que lo sostiene hasta el borde del sombrero. 
Están separadas unas de otras (aunque algunas pueden estar bifurcadas) y son de color blanco o 
ligeramente crema. En ellas se producen las esporas destinadas a la reproducción de la especie. 
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Las esporas, vistas al microscopio, son alargadas, casi cilíndricas y miden 7 a 11 x 3 a 5,6 
micras. Cuando se depositan en masa forman un polvillo harinoso de color blanco con tono lila-
grisáceo. 
 
El pie de la seta suele ser corto, ligeramente duro, blanco, con el principio de las laminillas en la 
parte de arriba y algo peloso en la base. Su aserción del hongo. Si crecen varios juntos, que 
suele ser lo más frecuente, formando repisas laterales superpuestas sobre un costado de los 
árboles o de los bloques de cultivo, lo pies están unidos unos a otros, son cortos y están cerca de 
un lado del borde de los sombreros, que suelen hacer una forma de abánico o riñón. Pero si 
crecen aislados, sobre una superficie horizontal, o si hay demasiada humedad, el pie puede ser 
largo, central y el sombrero circular. La parte carníca del sombrero es blanca, el olor algo fuerte, 
tierna al principio y después correosa. La piel es mucho más consistente, pero también blanca. 
 
Es una especie que se suele encontrar en los bosques, en sitios húmedos. Prefiere la base de los 
troncos de árboles de hoja ancha (frondosas), pero también crecen sobre árboles de otras 
especies, incluso sobre arbustos como las retamas. 
 
2.2.10 Clasificación Taxonómica de Pleurotus ostreatus  
 
Reino: Fungi  
Subreino: Fungi  
Superior División: Basidiomycota  
Superclase: Holobasidiomycia  
Clase: Hymenomycetes  
Orden: Agaricales  
Familia: Tricholomataceae  
Género: Pleurotus  
Especie: Pleurotus ostreatus 
 
 
2.2.11 Pleurotus ostreatus como biorremediador 
 
Se ha demostrado que varias especies fúngicas pueden metabolizar HAPs, como el zigomiceto 
Cunninghamella elegans, ascomicetos Aspergillus niger y Penicillium sp., y los basidiomicetos 
de podredumbre blanca Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus 
ostreatus y Lentinus tigrinus.  
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En general, los hongos filamentosos y las levaduras forman trans-dihidrodioles, dihidrodiol 
epóxidos, quinonas y fenoles, a la vez que productos conjugativos que se forman a partir del 
fenol. Estos productos conjugativos no son mutagénicos, mientras que los productos oxidativos 
son tóxicos y bioactivos. Las rutas metabólicas de degradación de HAPs por hongos involucran 
diversos enzimas, como el citocromo intracelular P450 y los extracelulares lignina peroxidasa, 
manganeso peroxidasa y lacasa. La formación de metabolitos hidroxilados es muy importante 
para la biorremediación, ya que incrementa la mineralización de dichos compuestos. 
(Fernandez, 2012) 
El Pleurotus ostreatus ha sido objeto de varias investigaciones en diferentes contextos alrededor 
del mundo. Se han realizado estudios donde se demostró que el P. ostreatus ataca la lignina 
luego de degradar la celulosa sustancialmente. Pruebas hechas a todas las especies estudiadas 
encontraron producción de lacasas, sin embargo, la lignina peroxidasa fue detectada únicamente 
en P. ostreatus. Este estudio asoció el blanqueamiento de los árboles con la presencia de P. 
ostreatus 
En otros estudios realizados, se comparó la capacidad de mineralización de P. ostreatus versus 
la microflora presente en un suelo contaminado con PAHs. 
 
En términos generales el hongo Pleurotus ostreatus mineralizó los PAHs de 5 anillos en mayor 
cantidad, mientras que la microflora indígena fue superior en la mineralización de los PAHs de 
3 y 4 anillos. 
El Pleurotus ostreatus es un hongo comestible y en torno a esto se han realizado muchas 
investigaciones relacionadas a su valor económico en la industria de alimentos como también a 
su valor nutricional. 
 
El cultivo de Pleurotus spp. es importante en la industria de alimentos alrededor del mundo la 
cual se ha expandido en los pasados años. El P. ostreatus es el tercer hongo cultivado más 
importante para propósitos alimentarios. Nutricionalmente es rico en proteínas, fibra, hidratos 
de carbono, vitaminas y minerales, además de tener un sabor y olor únicos. 
 
En el área de la medicina se ha encontrado que el género Pleurotus s.p. lleva a cabo actividades 
antibacteriales, antivirales, antitumorales, hematológicas y que ayuda en la reducción de los 
niveles de colesterol e inhibe el crecimiento de células cancerígenas. Más estudios se han hecho 
en relación a los factores nutricionales de este género.  
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En adición a la descomposición de lignina, el potencial de los hongos blancos de putrefacción 
para la descomposición de varios contaminantes en suelos estériles y no estériles, está bien 
documentada. 
 
De hecho, se consideran muy prometedores en su aplicación como biorremediadores de suelos 
contaminados. Muchas de las tecnologías para remediación de suelos contaminados incluyen no 
solo tratamientos físicos y químicos, sino también biorremediación de contaminantes por 
actividad microbiana. (Garcés, 2008) 
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CAPÍTULO 3 
 
3. METODOLOGÍA 
3.1 Hipótesis y especificación de las variables 
 
3.1.1 Hipótesis General 
Los hongos Pleurotus ostreatus degradaron completamente el brodifacoum en el suelo 
 
3.1.2 Hipótesis Específicas 
 La concentración inicial de brodifacoum en el suelo es mayor a 20 mg/kg suelo 
 La degradación del brodifacoum fue del 70% mediante la aplicación de Pleurotus 
ostreatus 
 
3.1.3 Variables 
3.1.3.1 Variable Independiente 
Concentración del brodifacoum 
 
3.1.3.2 Variable Dependiente 
La actividad del hongo Pleurotus ostreatus 
 
3.1.3.3 Variable Interviniente 
Condiciones ambientales 
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3.2 Tipo y Diseño de Investigación 
 
El tipo de investigación es explicativa y el diseño de investigación es experimental. Las 
unidades de análisis serán organizadas en: un grupo testigo y un tratamiento con 3 grupos de 
repetición. 
 
Tabla 1-3 Diseño de la investigación 
Tratamiento\Grupo Control G1 G2 G3 
T1 - X1O X1O X1O 
 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
Donde: 
X1   = Tratamiento 1 (Degradación con la aplicación de Pleurotus ostreatus) 
 O    = Observación 
        -     = Sin tratamiento  
 
3.3 Unidad de Análisis 
El suelo contaminado con el brodifacoum del área de disposición final de residuos peligrosos, es 
la unidad de análisis de esta investigación. 
 
3.4 Población de Estudio 
La población de estudio es el suelo que tuvo contacto y contaminado con brodifacoum. 
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3.5 Tamaño de Muestra 
Para el tamaño de la muestra tendremos en cuenta, el tamaño de la superficie del suelo del que 
se tomará la muestra, del cual conocemos el tamaño de la población así que se empleará la 
fórmula para la población conocida. 
  
        
          
 
  
                 
                              
 
        m3 de suelo 
 
3.6 Selección de Muestra 
Para realizar los análisis correspondientes se necesita una adecuada selección de las muestras a 
analizar, por lo que la selección de la muestra será aleatoria simple, donde se realizará la técnica 
de muestreo para 0,384 m
3
, que serán distribuidos en el grupo control y las 3 repeticiones del 
tratamiento. Es decir, cada grupo experimental cuenta con 0,096 m
3
 de suelo, que se colocarán 
en cajas para el manejo del tratamiento a nivel de laboratorio. 
 
3.7 Etapas de la Investigación 
3.7.1 Inoculación y masificación de P. ostreatus 
3.7.1.1 Preparación del medio 
- Se realiza una solución de agar saboraud en agua con una relación de 65 g de agar por 
cada litro de agua. Para realizar 400mL de solución se empleo 26 g de agar saboraud. 
La solución se calienta hasta que ésta sea homogénea y se la esteriliza en el autoclave a 
121 °C por 15 min. 
ecuación (1) 
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Figura 1-3 Preparación de agar saboraud 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- Se desinfecta la cámara de flujo laminar con alcohol potable al 98% y se activa el 
ventilador por 15 min. Posteriormente, se apaga el ventilador y se prende la luz UV por 
15 min, quedando aséptica y lista para su uso. 
 
 
Figura 2-3 Cámara de flujo laminar 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- En la cámara de flujo, se activa la ventilación, se coloca un mechero de alcohol 
encendido, y a una distancia máxima de 15 cm del mechero se abren las cajas Petri, 
donde se coloca 20 mL de agar saboraud que se distribuye por toda la superficie de la 
caja Petri. 
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Figura 3-3 Distribución del medio en cajas Petri  
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- Las cajas se tapan y se sellan con cinta o con parafilm y son etiquetadas y depositadas 
en un lugar aséptico, seco y fresco para su solidificación. 
 
3.7.1.2 Inoculación de las cepas 
- En la cámara de flujo aséptica, se enciende un mechero de alcohol. 
- Dentro de un radio de 15 cm del mechero de alcohol, se destapan las cajas Petri que 
contienen el agar saboraud solidificado y la caja que contenga el inóculo inactivo de P. 
ostreatus aislado. 
-  Con un aza esterilizada previamente, se toma una cantidad de inóculo inactivo y se 
coloca en el centro de la caja Petri, y se la sella nuevamente. 
 
Figura 4-3 Inoculación del hongo P. ostreatus 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- Las cajas Petri sembradas con el inóculo, son colocadas en una incubadora a la 
temperatura de 25 °C por un periodo de 10 días. 
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Figura 5-3 Incubación del hongo 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
3.7.1.3 Masificación de P. ostreatus 
- En un recipiente, se coloca 5 kg de semillas de trigo (sustrato) y se las remoja por un 
lapso de 24 h. 
- Después de remojar el sustrato, se coloca un fungicida como Benomyl 50 PM, que tiene 
una relación de 200 - 240 g de fungicida por cada 100 kg de semilla, por lo q se coloca 
10 g en el trigo remojado. Se disuelve el fungicida, que actúa en un lapso de 30 a 60 
min. 
- Pasado los 30 a 60 min de acción del fungicida, se enjuaga el trigo y se lo seca al 
ambiente, hasta que el trigo tenga una humedad de un 50% 
- El sustrato se coloca en recipientes de vidrio, dichos recipientes son llenados 
parcialmente entre un 60 y 80%. 
- Los recipientes son sellados con papel aluminio y se colocan en la bandeja del autoclave 
para ser esterilizados a una temperatura de 121 °C por 15 min. 
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Figura 6-3 Esterilización del sustrato 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- En la cámara de flujo, se enciende un mechero de alcohol y se extraen de la incubadora, 
las cajas Petri en las que se inocularon las cepas de P. ostreatus. 
- De las cajas Petri, con un aza estéril se extrae una cuarta parte del inóculo de P. 
ostreatus y se la coloca dentro del recipiente que contiene el sustrato esterilizado. 
 
 
Figura 7-3 Siembra del hongo en el sustrato 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- Los recipientes de vidrio son sellados con papel aluminio y depositados en la 
incubadora a 25 °C por un tiempo de 10 – 15 días, hasta que las cepas hayan poblado 
completamente el sustrato y tenga una característica blanquecina. 
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3.7.2 Recolección del suelo contaminado 
- Se delimita el área donde se encuentra la disposición final de los residuos de los 
rodenticidas 
- Se toma muestras de suelo en puntos al azar dentro del área delimitada 
- El volumen a recolectar de suelo es de 0,384 m3, que será empleado para los 4 grupos 
experimentales en los que consiste el proyecto de investigación 
- El volumen recolectado de suelo, es homogenizado y depositado en recipientes 
esterilizados para su transporte al laboratorio. 
 
3.7.3 Caracterización del suelo contaminado 
- En una funda hermética zic-ploc, se toma una muestra del suelo contaminado que fue 
homogenizado anteriormente. 
- Para la determinación de la concentración de Brodifacoum tiene el suelo contaminado, 
se debe realizar una cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), para lo que se 
requiere realizar los siguientes pasos: 
 
 
3.7.3.1 Pesaje de la muestra de suelo y brodifacoum 
Para la preparación de las muestras que serán analizadas en el HPLC, se debe: 
- Pesar 0,5 g de suelo contaminado y 2,5 mg de brodifacoum con una concentración al 
100% para realizar soluciones en un volumen de 50 mL de fase móvil. Con esto se tiene 
la muestra de suelo y un estándar de 50 ppm para el HPLC. 
 
Figura 8-3 Pesaje de la muestra de suelo 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
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3.7.3.2 Preparación de la fase móvil 
- Para el brodifacoum, se tiene que la fase móvil debe estar compuesta por 
metanol/agua/ácido acético en una relación de 792:200:8 respectivamente. 
- En un balón aforado de 1 L, se realizó 1 L de solución de fase móvil que contiene: 792 
mL de metanol, 200 mL de agua bidestilada y 8 mL de ácido acético. (Olmos, 2004) 
 
                 Figura 9-3 Reactivos para la fase móvil 
        Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- Se armó el equipo de filtración Millipore con succión al vacío, en donde, por medio de 
un papel filtro de celulosa, se filtró la solución de la fase móvil. 
 
 
Figura 10-3 Filtración de la fase móvil 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
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- La solución filtrada se almacenó en un recipiente de vidrio color ámbar con tapa rosca. 
- Para la desgasificación de la fase móvil, el recipiente ámbar que contiene la solución 
filtrada se coloca en el equipo Branson 2510 y se somete a baño ultrasónico de 10 min 
de duración. 
 
 
Figura 11-3 Baño ultrasónico de la fase móvil 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
3.7.3.3 Preparación de estándar 
Para la cuantificación por HPLC, se requiere preparar un estándar de 50 ppm de brodifacoum 
a analizar en estado puro. 
- Para realizar el estándar, se calcula la cantidad que se debe pesar en una balanza 
analítica digital, la cantidad de 2,5 mg de brodifacoum al 100% 
- En un balón aforado de 50 mL, se coloca la muestra de brodifacoum pesado y se afora 
hasta 50 mL con la solución de la fase móvil. 
- Se homogeniza la solución y se tapa el balón aforado con papel aluminio o parafilm. 
- La solución se filtra mediante un acrodisco, eliminando las partículas que pueden 
obstruir el funcionamiento de la columna del HPLC. 
- Se toma 1 mL de la solución filtrada del estándar para su análisis en el HPLC. 
 
3.7.3.4 Preparación de la muestra del suelo contaminado 
- En una balanza analítica digital, se pesa 0,5 g de la muestra de suelo 
- La muestra de suelo se coloca en un balón aforado de 50 mL, y se afora hasta 50 mL 
con la solución de la fase móvil. 
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Figura 12-3 Solución de la muestra de suelo 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
 
- Se tapa el balón aforado con papel aluminio o parafilm y se homogeniza la solución. 
- La solución de la muestra se filtra mediante un papel filtro, eliminando la materia de 
mayor tamaño de la solución. 
 
Figura 13-3 Filtración de la solución de la muestra de suelo 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- La solución filtrada es tomada con una jeringa de 5 mL de volumen y es pasada por un 
acrodisco para eliminar las partículas que no se eliminaron en el papel filtro. 
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Figura 14-3 Acrodisco de filtración 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- De la solución resultante, se toma una muestra de 1 mL que es la que se utilizará para 
ser analizada en el HPLC. 
 
Figura 15-3 Muestras para el HPLC 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
3.7.3.5 Análisis de longitud de onda 
 
- Para determinar la longitud de onda en la que debe laborar el HPLC, tomamos una 
muestra del estándar de brodifacoum y una muestra de la fase móvil. 
- En un espectrofotómetro UV-VIS, se realiza la calibración del barrido mediante el 
análisis de la muestra de la fase móvil. 
- Posteriormente se realiza el barrido de la muestra estándar del brodifacoum para 
determinar la longitud de onda más adecuada para su posterior análisis. 
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- En el espectrograma resultante del barrido de la muestra estándar se analizan los picos 
obtenidos y se decide que el pico en el que se debe realizar la cromatografía en el HPLC 
es de 283 nm. (Alonso, 2004) 
 
3.7.3.6 Condiciones de cromatografía 
 
- Para realizar una cromatografía del brodifacoum en el HPLC en régimen isocrático, se 
empleará una columna cromatográfica C18.  
- La fase móvil que se emplea en la cromatografía es una solución de metanol/agua/ácido 
acético en una relación 792:200:8 respectivamente. 
- El flujo de trabajo será de 1 mL/min a una temperatura de 40 °C 
- El detector UV-VIS se configura a una longitud de onda de 283 nm y 0,01 aufs. 
- El volumen de inyección fue de 30 uL de muestra. 
- El tiempo de retención del compuesto es de 15 min. 
 
3.7.4 Acondicionamiento del suelo 
- Para realizar la degradación de brodifacoum con P. ostreatus, se realizaran 4 recipientes 
de madera para las 3 repeticiones y para el grupo control. Las dimensiones de cada 
recipiente rectangular son: 50 cm x 30 cm x 20 cm respectivamente. 
- Los recipientes de madera son desinfectados con una solución de formalina al 10%. 
- En cada recipiente de madera se coloca 0,096 m3 de suelo para su tratamiento. 
- Se realiza el pesaje de la caja vacía y con el suelo para que mediante por diferencia de 
peso conocer el peso del suelo a tratar, que fue equivalente a 10,5 kg de suelo. 
 
Figura 16-3 Recipientes para los grupos experimentales 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
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- Para el tratamiento de suelo con hongos, se tiene que el sustrato acondicionante con el 
inóculo debe ser del 5% al 10% del suelo a tratar. Por lo que en 3 recipientes se coloca 
1,17 kg de trigo inoculado con P. ostreatus. (Simbaña, 2016) 
- Se mezcla y homogeniza el sustrato con el suelo para que haya un tratamiento 
completo. 
 
Figura 17-3 Homogenización del suelo y el sustrato 
        Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- Se etiquetó a cada grupo experimental de la siguiente manera: el grupo control (SP), 
grupo experimental 1 (CP1), grupo experimental 2 (CP2), grupo experimental 3 (CP3). 
 
Figura 18-3 Grupos experimentales 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
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3.7.5 Madurez del hongo P. ostreatus 
- Para la maduración del P. ostreatus se tendrá 2 etapas: 
Etapa inicial: Los recipientes de madera deben encontrarse en un lugar oscuro y húmedo y 
a una temperatura de 25°C, donde los hongos pasarán de estado de latencia a activo y 
empezará su desarrollo hasta que aparezca su micelio. Esta etapa tiene una duración de 21 
días. 
 
Figura 19-3 Desarrollo del hongo 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
Etapa de maduración: Al tener presencia macroscópica de los hongos, deben desarrollarse 
hasta convertirse en setas, para lo que necesitan luz solar, humedad del 50 – 70%. Después 
de 24 días de haber empezado esta etapa, se tiene como resultado un hongo de cuerpo 
fructífero con estructura claramente definida. 
 
Figura 20-3 Maduración del hongo 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
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Posterior a los 45 días de tratamiento se puede determinar el grado de degradación del 
brodifacoum. 
3.7.6 Caracterización del suelo contaminado 
- Para la determinación de la concentración de Brodifacoum que tiene el suelo tratado de 
cada grupo experimental, se debe realizar el análisis cromatográfico por HPLC. Por lo 
que se requiere realizar los siguientes pasos: 
3.7.6.1 Muestreo de los grupos experimentales 
- En una funda hermética zic-ploc, se toma una muestra de varios puntos del suelo de 
cada grupo experimental. 
- Las muestras tomadas de cada grupo experimental son etiquetadas y llevadas al 
laboratorio para su análisis. 
 
 Figura 21-3 Toma de muestra de los grupos experimentales 
         Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
3.7.6.2 Pesaje de la muestra de suelo y brodifacoum 
- Para la preparación de las muestras que serán analizadas en el HPLC, se debe pesar 0,5 
g de suelo de cada grupo experimental y 2,5 mg de brodifacoum con una concentración 
al 100% para realizar soluciones en un volumen de 50 mL de fase móvil. Con esto se 
tiene la muestra de suelo de cada grupo experimental y un estándar de 50 ppm para el 
HPLC. 
3.7.6.3 Preparación de las muestras de suelo de los grupos experimentales 
- En una balanza analítica digital, se pesa 0,5 g de la muestra de suelo de cada grupo 
experimental. 
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- Las muestras de suelo se colocan en un balón aforado de 50 mL, y se afora hasta 50 mL 
con la solución de la fase móvil. 
 
 
   Figura 22-3 Disolución de las muestras  
    Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- Se tapa el balón aforado con papel aluminio o parafilm y se homogeniza la solución y se 
etiqueta con el nombre de cada grupo experimental. 
- La solución cada muestra se filtra mediante un papel filtro, eliminando la materia de 
mayor gravimetría de la solución. 
- Las soluciones filtradas son tomadas con una jeringa de 5 mL de volumen y son pasadas 
por un acuadisco para eliminar las partículas que no se eliminaron en el papel filtro. 
- De las soluciones resultantes, se toma una muestra de 1 mL que es la que se utilizará 
para ser analizada en el HPLC, que serán etiquetadas con el nombre de cada grupo 
experimental (SP, CP1, CP2, CP3). 
 
Figura 23-3 Muestras para el HPLC 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
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3.7.6.4 Condiciones de cromatografía 
- Para realizar el análisis cromatográfico del brodifacoum en el HPLC en régimen 
isocrático, se empleará una columna cromatográfica C18. 
- La fase móvil que se emplea en la cromatografía es una solución de metanol/agua/ácido 
acético en una relación 792:200:8 respectivamente. 
- El flujo de trabajo será de 1 mL/min a una temperatura de 40 °C 
- El detector UV-VIS se configura a una longitud de onda de 283 nm y 0,01 aufs. 
- El volumen de inyección fue de 30 uL de muestra. 
- El tiempo de retención de la cromatografía es de 15 min. 
 
         Figura 24-3 Programación del HPLC 
           Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
3.8 Técnica de Recolección de Datos 
- Realizado el análisis cromatográfico de cada una de las muestras, se identifica el pico 
del brodifacoum de cada cromatograma realizado en el HPLC. 
- Comparando entre los barridos realizados por el HPLC, se tiene que el pico que se 
encuentra en 9,9 min de tiempo de retención es el pico que corresponde al brodifacoum. 
- Se toma el área del pico situado a 9,9 min de los cromatógramas realizados para las 
muestras: estándar, suelo inicial y de los 4 grupos experimentales (SP, CP1, CP2, CP3). 
- Para determinar la concentración de brodifacoum en cada muestra se debe emplear la 
siguiente fórmula de cuantificación por método de estándar externo: 
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Donde: 
Ast: Área del estándar  
Cst: Concentración del estándar 
Am: Área en la muestra 
Cm: Concentración en la muestra 
  
ecuación (2) 
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CAPÍTULO 4 
 
4. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
4.1 Análisis de resultados 
4.1.1. Concentración de brodifacoum 
Los cromatógramas realizados en el HPLC, revelaron que el tiempo de retención para en 
brodifacoum en condiciones mencionadas en el literal 3.7.6.4 es de 9,9 min, obteniéndose el 
área del pico generado por el brodifacoum (ANEXO A). 
Empleando la ecuación (2), se calcula la concentración de brodifacoum presente en cada 
muestra analizada (ANEXO B). Con dichas concentraciones se calcula el porcentaje de 
brodifacoum presente en la muestra. 
      Tabla 1-4 Datos experimentales 
M
U
E
S
T
R
A
S
 
DATOS EXPERIMENTALES 
  
concentración 
bdf (ppm) 
Área (cm2) 
Volumen 
inyección (uL) 
Estándar 50 3,8100 30 
Inicial 49,6850 3,7860 30 
SP 42,1522 3,2120 30 
CP1 2,3491 0,1790 30 
CP2 1,9685 0,1500 30 
CP3 1,3058 0,0995 30 
        Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
Con los resultados de la concentración de brodifacoum en cada muestra de suelo, se procede a 
realizar la siguiente gráfica: 
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Gráfico 1-4 Concentración de brodifacoum 
Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
- En función de los datos obtenidos, Tabla 4-1 se tienen los valores iniciales previos al 
tratamiento con una concentración de 49. 6850 ppm de brodifacoum trabajando con el 
volumen de suelo de 0,384 m
3
 para los 3 tratamientos (CP1, CP2, CP3). Luego del 
periodo de tratamiento de 30 días, etapa en la que se observó la fructificación y 
desarrollo del hongo P. ostreatus, se realizó el primer análisis cromatográfico en HPLC 
con un volumen de inyección de 30 uL para determinar el nivel de concentración 
remanente del agente contaminante para los 3 tratamientos, obteniéndose los valores del 
área 0,1790 cm
2
, 0,1500 cm
2
 y 0,0995 cm
2
 correspondiente a los valores de 
concentración de 2,3491 ppm, 1,9685 ppm y 1,3058 ppm respectivamente. Lo que 
evidencia claramente una notable y considerable disminución en los niveles de 
concentración del rodenticida (brodifacoum) antes y luego del tratamiento. 
 
- Al conocer la peligrosidad y toxicidad del brodifacoum, se debe reducir la 
concentración y/o eliminarla, pero teniendo una solución ambientalmente amigable, ya 
que, los residuos de los rodenticidas, son enterrados o incinerados.  
 
En el caso de ser enterrados, los productos que contienen brodifacoum como plaguicida 
pueden permanecer tóxicos para un largo período de tiempo en el ambiente. Las 
bacterias del suelo degradan brodifacoum durante semanas o meses, aunque depende 
del tipo de suelo, la temperatura y la presencia de microorganismos que lo degraden. El 
brodifacoum no es probable que sea absorbido por las plantas, ya que tiene una baja 
solubilidad en agua.  
 
Inicial SP CP1 CP2 CP3 
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En el caso de incineración, se pueden obtener subproductos indeseables, como lo son 
las dioxinas y furanos, la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos 
elaboró una clasificación de las fuentes generadoras de dioxinas y furanos, en la existe 
la categoría de origen antropogénico, dentro de ella, la subcategoría de procesos de 
combustión donde se encuentra: incineración de residuos industriales y la incineración 
de residuos domésticos. 
 
El brodifacoum se encuentra dentro de la incineración de residuos industriales, por los 
rodenticidas que han sido rechazados, han caducado o han sido devueltos, y se 
encuentra en la incineración de residuos domésticos, por el uso de ellos en hogares y 
granjas.  
 
Las dioxinas y furanos, No tienen tendencia a degradarse, por lo tanto, tienen una vida 
larga y pueden llegar a persistir durante décadas. Tal como ocurre con muchos otros 
contaminantes orgánicos persistentes, pueden ser transportadas por el aire o por el agua, 
y pueden llegar a lugares muy alejados de donde habían sido generadas.  
 
- Al conocer las desventajas de enterrar e incinerar este rodenticida, se optó por dar una 
alternativa, que consiste en degradar el brodifacoum mediante el uso del hongo P. 
ostreatus. Según el estudio de Pozdnyakova, et al.(2006, págs. 1242-1249) este hongo 
se empleó ya que ha degradado hidrocarburos aromáticos policíclicos como: antraceno 
en un 91%, fenantreno 72%, fluoreno 53,5%, pireno 65,5%, fluoranteno 69,7%, y 
perileno 73% sólo en presencia de un mediador sintético. La degradación de fenantreno 
en presencia de detergentes varió de 49% a 72%, mientras que en la ausencia de 
cualquier detergente que alcanzó el 10%. Al investigar el efecto de diversos mediadores 
en la degradación de los HAP por el BLPO mostró que ABTS  (2,2 -azino-bis- (ácido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfónico) diamonio sal) fue un mejor mediador de la oxidación de 
antraceno y HBT (1-hidroxibenzotriazol) era un mejor mediador de oxidación de 
fluoreno, pireno y antraceno que se degradaron más rápidamente en una mezcla que por 
separado.  
 
Al determinar el eficaz tratamiento de los HAPS mencionados anteriormente, se tomó 
como una buena alternativa el uso del hongo P. ostreatus para degradar el compuesto 
xenobiótico brodifacoum teniendo una degradación del 96,23%. 
 
- Según lo explicado por Purnomo, et al. (2010, págs. 397-402) se investigó la capacidad 
de los residuos de hongo agotado (SMW) a partir de Pleurotus ostreatus para degradar 
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1,1,1- tricloro- 2,2-bis (4 - clorofenil) etano ( DDT ). El DDT se degradó en un 48 % 
durante  28 días de incubación y 5,1 % del DDT fue mineralizado durante una 
incubación de 56 días a partir de SMW de P.ostreatus.  
 
La degradación potencial en el suelo artificial contaminado con DDT también se 
investigó. El SMW de P. ostreatus degrada el DDT en un 40 % y un 80 % durante una 
incubación 28 días en suelo esterilizado (SL) y suelo no esterilizado (USL), 
respectivamente. El DDT fue mineralizado en un 5,1 % y un 8,0 % durante 56 días de 
incubación en suelos SL y USL, respectivamente. Estos resultados indican que SMW de 
P. ostreatus es un medio que puede ser utilizado potencialmente para la 
biorremediación en entornos contaminados con DDT.  
 
- Según Thomas, et al. (2011, págs. 914-920) la importancia de degradar el brodifacoum, 
es que al estar esté en el ambiente puede ingresar potencialmente en la cadena trófica, 
bioacumulándose especialmente en depredadores. Los raticidas anticoagulantes de 
segunda generación (SGARs) se utilizan ampliamente para el control de plagas de 
roedores pero la exposición y las intoxicaciones ocurren en las especies que no son el 
blanco, como las aves de presa. Se analizó residuos de rodenticidas  y síntomas de 
intoxicación asociados a rodenticidas anticoagulantes de 270 aves de presas muertas 
mediante regresión logística para estimar la probabilidad de intoxicación asociada con 
diferentes residuos de SGAR en el hígado. Se evaluó la exposición a SGARs a nivel 
nacional en Canadá mediante el análisis de 196 hígados de búhos (Bubo virginianus) y 
halcones de cola roja (Buteo jamaicensis) encontrados muertos en las localizaciones a 
través el país. Curvas de probabilidad calculados sugieren importantes diferencias entre 
especies en la sensibilidad a SGARs y alta probabilidad de intoxicación por debajo de 
las concentraciones previamente sugeridas de interés (0,1 mg / kg).  
 
El análisis mostró que una amplia gama de especies de aves rapaces están expuestos a 
SGARs, lo que indica que las cadenas de comida generalizadas terrestres pueden estar 
contaminados en las proximidades de las áreas muestreadas. De las dos especies que se 
han tenido muestras de todo Canadá, los búhos están expuestos a SGARs a una en 
mayor medida que los halcones de cola roja y los niveles de residuos en el hígado 
también fueron más altos. Utilizando probabilidad de las estimaciones del efecto, se 
estima que un mínimo de 11% de la gran población de búhos de cuernos muestreado 
está en riesgo de ser directamente asesinados por SGARs. Esta es la primera vez que el 
potencial impacto de la mortalidad de SGARs en una población de aves rapaces ha sido 
estimada.  
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- Según explica Yan, et al. (2012, pp. 313-317) dentro de la cadena trófica esta afectando 
al ser humano, ya que el envenenamiento con superwarfarinas es un problema de salud 
cada vez mayor.  Una Cromatografía líquida de ionización por electrospray y 
espectrometría de masas fue desarrollada como método y validado para la 
determinación de la bromadiolona y brodifacoum, las superwarfarinas más utilizadas, 
en la sangre humana utilizando warfarina-D5 como un estándar interno. Bromadiolona 
y brodifacum se extrajeron muestras de sangre entera por extracción líquido-líquido con 
acetato de etilo. Las curvas de calibración  fueron lineales (r
2
 = 0,9999) en el intervalo 
de concentración de 0,5 a 100,0 ng / mL para bromadiolona y brodifacoum, con un 
límite inferior de detección de 0,1 y 0,2 ng / ml, respectivamente, en la sangre entera. 
Este método detecta niveles de trazas de bromadiolona y brodifacoum en muestras de 
sangre entera y se puede utilizar en el diagnóstico de seres humanos envenenados.  
 
- Al haber determinado la concentracion inicial de 49,685 ppm brodifacoum en el suelo, 
se realizaron grupos experimentales, los cuales se encontraban en condiciones de 
temperatura de 25°C, humedad del 60%. En el grupo experimental denominado SP, se 
colocó el suelo sin ningún tratamiento. En cambio en los grupos experimentales CP, se 
colocó el suelo con sustrato de trigo con inóculo de , la relación de suelo/sustrato fue de 
90:10 respectivamente.El tratamiento CP tuvo 3 repeticiones, denominadas CP1, CP2 y 
CP3. 
 
4.1.2. Degradación de brodifacoum 
Teniendo los resultados de la concentración de brodifacoum de cada muestra de suelo de los 
grupos experimentales, se detalla el porcentaje de degradación: 
 
48 
 
 
   Gráfico 2-4 Porcentaje de degradación del brodifacoum 
   Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
En la gráfica de degradación de brodifacoum (figura4-2) se tiene que los tratamientos CP1, CP2  
y CP3 degradaron un 95,27%, 96,04% y 97,37% respectivamente que son los tratamientos en 
los que se utilizó los hongos P. ostreatus para la degradación del contaminante, a comparación 
del grupo experimental SP, el cual sin el uso de los hongos tan solo se degrado un 15,16%. 
 
4.1.3 Degradación promedio de brodifacoum 
     Tabla 2-4 Degradación promedio de brodifacoum 
GRUPO 
EXPERIMENTAL 
concentración 
bdf (ppm) 
% degradación 
bdf 
CP1 2,3491 95,27 
CP2 1,9685 96,04 
CP3 1,3058 97,37 
CP Promedio 1,8745 96,23 
        Fuente: HARO, Paolo, 2016 
Teniendo presente que la concentración de brodifacoum en el suelo fue de 49,685 ppm, se tiene 
que las concentraciones finales de los grupos experimentales donde se usó los hongos P. 
ostreatus para el tratamiento del contaminante CP1, CP2 y CP3 fueron 2,3491, 1,9685 y 1,3058 
15,16 
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y un porcentaje de degradación de 95,27%, 96,04% y 97,37%  respectivamente, se determinó el 
promedio de concentración final y el promedio de degradación del contaminante como se 
muestra en la tabla 4-2, teniendo una concentración final promedio de 1,8745 ppm y un 
porcentaje de degradación de brodifacoum del 96,23%. Teniendo una eficiencia de 6,35 veces 
en promedio entre el tratamiento con hongos P. ostreatus en comparación al grupo control que 
no usó los hongos. 
 
4.2 Pruebas de Hipótesis 
4.2.1 Planteamiento de la hipótesis 
H0: Los tratamientos son iguales 
H1: Los tratamientos no son iguales 
 
4.2.2 Nivel de significancia 
Se empleó un nivel de significancia α = 0,05 
 
4.2.3 Estadístico de prueba 
Se comprobará los supuestos de hipótesis, para lo que se realizará un test de normalidad 
H0: Si el p-valor es mayor a 0,05, entonces los datos son normales o provienen de una 
distribución normal 
H1: Si el p-valor es menor a 0,05, entonces los datos no son normales o no provienen de una 
distribución normal 
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4.2.3.1 Test de Normalidad 
        Tabla 3-4 Resumen del procedimiento de casos 
 
           Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
         Tabla 4-4 Descriptivos de los grupos experimentales 
 
         Fuente: HARO, Paolo, 2016 
  Tabla 5-4 Pruebas de normalidad 
 
    Fuente: HARO, Paolo, 2016 
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Gráfico 3-4 Gráfica de de la normalidad esperada vs valor observado 
       Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
En el test de Shapiro-Wilk se tiene un p-valor de 0,704. Por lo que se acepta la hipótesis nula y 
decimos que los datos son normales o provienen de una distribución normal. Entonces se aplica 
una prueba t-student para muestras independientes. 
 
4.2.4 Región de rechazo 
Si el p-valor es mayor a 0,05 no se rechaza la hipótesis nula 
Si el p-valor es menor a 0,05 se rechaza la hipótesis nula 
 
4.2.5 Decisión de la prueba de hipótesis 
 
Tabla 6-4 Test T-student para muestras independientes 
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Fuente: HARO, Paolo, 2016 
 
En la prueba t-student para muestras independientes se tiene una un p-valor de 0,000. Por lo que 
se rechaza la hipótesis nula, concluyendo que, los tratamientos son diferentes. 
Tras haber trancurrido 45 dias de tratamiento del suelo, se analizó una muestra de suelo de cada 
grupo experimental, interpretándose que los grupos experimentales SP, CP1, CP2 y CP3, tenian 
una concentración final de 42,1522 ppm, 2,3491 ppm, 1,9585 ppm y 1,3058 ppm de 
brodifacoum en el suelo respectivamente. 
 
En el grupo experimental SP se degradó 15,16%, esto se debió a que el suelo se mantuvo a 
condicones controladas de temperatura y humedad, mejorando la degradación del brodifacoum 
en el suelo no esterilizado. En cambio, en el grupo experimental CP se degradó en promedio 
96,23% de brofifacoum en el suelo. 
 
Se demostró en el test estadístico T-student, que no hubo diferencia significativa entre los 
grupos experimentales CP1, CP2 y CP3, por otra parte, el tratamiento empleado para degradar 
el brodifacoum mediante la aplicación del hongo Pleurotus ostreatus tuvo una afectación directa 
en la degradación del brodifacoum, comparando su concentración final con la del grupo 
experimental que no uso hongos P. ostreatus. Los hongos como el Pleurotus ostreatus y los 
hongos de podredumbre blanca degradan compuestos aromáticos, como la lignina y muchos 
xenobióticos. Los hongos producen agentes oxidantes la lacasa, lignina peroxidasa, manganeso 
peroxidasa que rompen los enlaces entre las diferentes subunidades y causan la 
despolimerización gradual del compuesto contaminante. Esto produce gran variedad de fenoles, 
acidos aromáticos y alcoholes aromáticos. Algunos se mineralizan a CO2 y H2O, pero los 
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intermediarios fenólicos pueden dar lugar a compuestos húmicos, eliminando el compuesto 
contaminante del ambiente. 
 
CONCLUSIONES 
- El hongo P. ostreatus degradó el brodifacoum presente en el suelo contaminado. 
 
- Mediante análisis en HPLC, se determinó al suelo contaminado una concentración de 
brodifacoum inicial fue de 49,685 ppm y posterior al tratamiento con P. ostreatus una 
concentración de 1,8745 ppm. 
 
- Para el tratamiento de suelo con hongos, se tuvo un sustrato acondicionante con el 
inóculo del 5% al 10% del suelo a tratar. Por lo que en 3 recipientes de los grupos 
experimentales CP1, CP2 y CP3 se coloca 1,17 kg de trigo inoculado con P. ostreatus 
homogenizados con todo el suelo contaminado de cada grupo experimental 
 
- Mediante el tratamiento con hongos P. ostreatus en el suelo contaminado con 
brodifacoum, se tuvo que los grupos experimentales CP1, CP2 y CP3, se logró la 
degradación de un 95,27%, 96,04 y 97,37% de la concentración del agente 
contaminante inicial. 
 
- El promedio de degradación total de brodifacoum presente en el suelo contaminado es 
de 96,23% 
 
- Mediante el tratamiento con hongos P. ostreatus, se logró una notable reducción del 
contaminante presente en el suelo tratado. 
 
 
RECOMENDACIONES 
- Análisis de bioacumulación de brodifacoum en los hongos P. ostreatus 
- Análisis comparativo de la degradación de brodifacoum con otros hongos 
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ANEXOS Y APÉNDICES 
ANEXO A. Cromatogramas del rodenticida Brodifacoum 
 
Fotografía 1. Cromatograma del estándar 
 
Fotografía 2. Cromatograma de la muestra SP 
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Fotografía 3. Cromatograma de la muestra CP1 
 
Fotografía 4. Cromatograma de la muestra CP2 
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Fotografía 5. Cromatograma de la muestra CP3 
APENDICE B. Cálculo de las áreas 
 
Fotografía 6. Cálculo del área del rodenticida 
